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基础 研究 


GSK-36 对 小 鼠 骨 骨 树 突 状 细 肥 成 熟 和 功能 的 调控 作用 
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摘要 :目的 探讨 GSK-3B 对 小 鼠 骨 髓 树 突 状 细 胞 (BMDC) 成 熟 和 功能 的 调控 作用 。 方 法 脂 多 糖 众 熟 BMDC,Western blotting 
检测 刺激 前 后 糖 原 合 成 酶 激酶 -3B(GSK-3B) 的 磷酸 化 水 平 的 改变 ;利用 GSK-3B 的 选择 性 抑制 剂 SB216763 处 理 BMDC ,检测 表 
型 .细胞 因子 表达 和 混合 淋巴 反应 (MLR) 的 变化 情况 ;构建 过 表达 小 鼠 GSK-3B 的 慢 病毒 载体 并 转 染 DC2.4 细 胞 , Western 
blotting 检 测 过 表达 GSK-3B 对 调控 树 突 状 细胞 (DC) 成 熟 的 关键 调控 因子 鸟 的 网 状 内 皮 组 织 增生 病毒 癌 基 因 相 关 B (RelB ) 蛋 
白水 平 的 影响 。 结 果 经 脂 多 糖 处 理 后 ,GSK-3BY216 磷酸 化 水 平 下调 ,Ser9 磷酸 化 水 平 显著 上 调 ,表明 GSK-3B 的 活性 显著 下 
降 。 抑 制 GSK-38 的 活性 能 上 调 DC 表 面 共 刺 激 分 子 CD40 和 CD86 的 表达 ,削弱 脂 多 糖 诱导 的 促 炎 细胞 因子 IL-6 和 IL-12 表 达 
上 调 ,而 对 抗 炎 细 胞 因子 IL-10 的 表达 有 促进 作用 ,同时 降低 脂 多 糖 诱 导 成 熟 的 DC 刺激 同 种 异 基 因 T 细 胞 增殖 的 能 力 。 在 未 成 
熟 的 DC2.4 细 胞 中 ,过 表达 GSK-3B 能 够 下 调 RelB 的 水 平 。 结 论 GSK-3B 参 与 调控 DC 的 成 熟 和 功能 ,高 活性 的 GSK-3B 抑 制 未 
成 熟 树 突 状 细胞 (iDC) 的 自发 性 成 熟 ,GSK-3B 失 活 后 促进 DC 表 型 的 成 熟 ,而 在 脂 多 糖 诱导 DC 分 化 的 过 程 中 GSK-3B 发 挥 促 炎 
作用 。GSK-3B 能 够 下 调 RelB 的 蛋白 水 平 , 有 望 成 为 构建 新 型 耐 受 性 DC 的 新 靶 点 。 

关键 词 : 糖 原 合 成 酶 激酶 -3B; 树 突 状 细胞 ;成 熟 和 功能 ; 乌 的 网 状 内 皮 组 织 增生 病毒 癌 基 因 相 关 B 


Role of glycogen synthase kinase 3p in maturation and function of murine myeloid 


dendritic cells in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the role of glycogen synthase kinase 38 (GSK-3f) in the maturation and function of murine 
bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs). Methods Mature DCs (mDCs) induced by LPS were examined for GSK-3p 
phosphorylation level with Western blotting before and after LPS exposure. To explore the role of GSK-38 in maturation and 
function of DCs, we added SB216768, a selective inhibitor of GSK-3, in the cell culture of immature DCs (iDCs), and examined 
CD40 and CD86 expressions in the cells by flow cytometry and the expression of IL-6, IL-12 and IL-10 mRNA by real-time 
PCR; the changes of the immunogenicity of the cells was evaluated by mixed lymphocyte reaction. The expression of GSK-3p 
and RelB was examined by Western blotting in DC2.4 cells transfected with a lentiviral vector over-expressing murine GSK-3B 
gene. Results LPS exposure significantly lowered GSK-3B activity in iDCs as demonstrated by increased Ser9 phosphorylation 
and reduced Tyr216 phosphorylation. GSK-3f inhibition induced DC maturation by increasing the expression of surface 
costimulatory molecules CD40 and CD86, lowered the expressions of IL-6 and IL-12 while enhanced the expression of IL-10 in 
iDCs, and impaired mixed lymphocyte reaction of the cells. In DC2.4 cells, lentivirus-mediated over-expression of GSK-3p 
obviously down-regulated the expression of RelB. Conclusion GSK-3f is a crucial enzyme involved in the differentiation and 
maintenance of an immature phenotype of DCs. GSK-3f is constitutively active in iDCs to inhibit their spontaneous 
maturation. DCs become phenotypically mature after inhibition of GSK-3p, which also executes a proinflammatory task in DC 
activation. The reduction of RelB protein levels as a result of GSK-3Q overexpression supports GSK-3p as a new target for 
inducing tolerogenic DCs. 
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树 突 状 细胞 (DC) 的 功能 关键 取决 于 其 所 处 的 发 育 疾病 患者 体内 DC 易于 成 熟 ,大 部 分 处 于 成 熟 状 态 ,其 过 
阶段 。 成 熟 的 树 突 状 细胞 (mDC) 可 激活 免疫 应 答 , 未 度 提 呈 自 身 抗原 导致 自身 耐 受 丧失 和 免疫 调节 功能 勾 
成 熟 树 突 状 细胞 (iDC) 则 诱导 免疫 耐 受 。 自 身 免疫 性 乱 "。 因 此 ,研究 DC 成 熟 的 分 子 机 制 探 索 维持 DC 未 
成 熟 状 态 的 新 途径 ,通过 诱导 产生 耐 受 型 DC 对 机 体 进 
Ken UR AER 行 免 疫 重建 和 恢复 免疫 平衡 ,成 为 自身 免疫 性 疾病 治疗 
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重要 的 角色 ,与 代谢 ,信号 转 导 ,细胞 周期 ,基因 表达 、 生 
长 发 育 、 肿 瘤 发 生 以 及 神经 保护 均 密切 相关 ”。 近 年 来 ， 
GSK-3B 在 免疫 学 领域 的 研究 得 到 发 展 ,其 在 固有 免疫 、 
获得 性 免疫 应 答 中 发 挥 着 重要 作用 ,因此 成 为 受 免 疫 学 
家 瞩目 的 焦点 蛋白 ”。 目 前 ,GSK-3B 对 DC 成 熟 和 功能 
的 影响 并 不 明确 。 

本 研究 比较 了 iDC 和 mDC 中 GSK-3B 的 活性 变 
化 ,初步 证 实 GSK-3B 是 否 参与 DC 成 熟 和 功能 的 调控 ; 
利用 小 分 子 抑制 剂 抑制 GSK-3B 的 活性 ,观察 GSK-3B 
对 DC 成 熟 和 功能 的 影响 ;进一步 探究 了 GSK-3B 对 调 
控 DC 成熟 的 关键 转录 因子 RelB 表达 的 影响 ,为 
GSK-3B 作 为 新 靶 点 应 用 于 耐 受 性 DC 的 构建 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 

6~8 周 龄 SPF 级 纯 系 雄性 C57BL/6 和 BALB/c 小 
鼠 , 由 南方 医科 大 学 实验 动物 研究 所 提供 。 
1.2 主要 试剂 

澳洲 胎 牛 血清 .RPMI 1640 培 养 基 和 PBS(Gibco); 
rhGM-CSF 和 rhIL-4(Peprotech) ; 脂 多 糖 和 SB216763 
(Sigma) ; CD11cMicroBeads (Miltenyibiotec) ;尼龙 毛 
(Polysciences); 红 细胞 裂解 液 (北京 外 云天 ) ;封闭 抗体 
CD16/32, 大 鼠 抗 小 鼠 FITC-CD1lc、APC-CD40、 
PerCP-eFluor710-MHC-I 流 式 抗体 及 相应 同型 抗体 
(eBioscience) ;大 鼠 抗 小 鼠 PE-CD86 流 式 抗 体 及 其 同 
型 抗体 (BD);CCK-8 细 胞 增殖 -毒性 检测 试剂 盒 (日 本 
同仁 化 学 研究 所 ); 丝 裂 霉 素 C(Roche) ;TriZol 试 剂 . 逆 
转录 试剂 盒 和 荧光 定量 PCR 检测 试剂 盒 (TaKaRa) ; 免 
ji Bk B-actin, GSK-3B X H Ser9 和 Y216 磷酸 化 抗体 
(CST); 免 抗 鼠 RelB 抗 体 (SantaCruz);HRP- 羊 抗 免 IgG 
二 抗 (北京 博 奥 森 ) 
1.3 小 筷 BMDC 的 分 离 和 培养 

/NBMDC 的 分 离 和 培养 的 方法 参考 本 实验 室 发 
表 的 文章 "无 菌 取 C57BL/6 小 鼠 股 骨 和 肥 骨 上 骨髓 细胞 ， 
裂解 红细胞 后 ,调整 细胞 浓度 为 1x10YmL ,以 每 孔 4 mL 
接种 于 6 孔 板 ,并 加 入 终 浓度 为 20 ng/mL Bj rmGM- 
CSF 和 10 ng/mL 的 rmIL-4,37 % .5% CO; 条 件 下 培 
养 。 培 养 的 第 2 天 ,经 手法 筛选 弃 去 悬浮 细胞 ,补充 含 
相同 浓度 细胞 因子 的 培养 基 ; 第 4 天 半 量 换 液 ,补足 细 
胞 因子 ;培养 至 第 6 天 ,收集 半 贴 壁 和 悬浮 的 细胞 , 即 为 
未 成 熟 DC。 台 有 盼 蓝 染色 鉴定 活力 , 取 活 力 较 好 的 细胞 
经 CDllc 免疫 磁 珠 纯化 ,用 于 后 续 实 验 。 
1.4 DC2.4 细 胞 的 培养 

树 突 状 细胞 系 DC2.4 购 自 于 上 海 瞄 带 生物 科技 发 
展 公 司 。 使 用 含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养 基于 
37 C 5% CO, 条 件 下 培养 。 


1.5 SB216763 处 理 未 成 熟 DC 和 分 组 

收集 纯化 后 的 未 成 熟 DC, 铺 于 12 孔 板 ,每 筷 2x10 
个 细胞 ,培养 体系 为 2 mL。 加 入 10 umol/L SB216763, 
或 1 ug/mL 脂 多 糖 ,或 加 入 10 umol/L SB216763 20 min 
后 加 入 1 ug/mL 脂 多 糖 ,或 加 等 量 DMSO 作为 阴性 对 
照 。 继 续 培 养 24 h ,进行 表 型 细胞 因子 和 MLR 检测。 
1.6 流 式 细 胞 术 检 测 DC 表 型 

收集 DC, 用 含 2%FBS 的 PBS 洗涤 后 调整 浓度 为 
5x105 /mL, 取 100 pL 加 入 1 pL CD16/32 抗 体 封 闭 , 冰 
上 放置 10 min。 按 说 明 书 加 入 适量 的 流 式 抗体 或 相应 
同型 抗体 ,4 CHECIA 20 min。 离 心 洗 去 抗体 ,加 入 
500 uL BJ PBS 上 流 式 细 胞 仪 (EACSCalibur 流 式 细 胞 
仪 ,BD 公司 ) 进 行 检测 。 
1.7 qRT-PCR 检测 细胞 因子 的 表达 

收集 各 组 DC, 采用 Trizol 试剂 盒 提取 总 RNA， 
Takara 逆 转录 试剂 盒 合 成 cCDNA ,然后 进行 qRT-PCR 反 
应 。 反 应 条 件 : 预 变性 95 C 15 s, 之 后 每 一 步 预 变性 
95 C 5 s, 退 火 延 伸 60 C 30 s, 共 40 个 循环 。PCR 引物 
自行 设计 并 交 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 合成 ,引物 
序列 见 表 1。B-actin 作 为 内 参 ,结果 以 Folds=2^ 表 示 
实验 组 与 对 照 组 目的 基因 表达 的 倍 比 关 系 , 公 式 如 下 
AACt=(Ct(target gene)-Ct(B-actin) ) 实 验 组 -(Ct(target 
gene)-Ct(f-actin) ) 对 有 照 组 。 


表 1 待 测 基因 引物 序列 
Tab.1 Primer sequences in qPCR 


Primer Sequences 


F:5'-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3' 
p-actin 
R:5-CTCTTTGATGTCACGCACGATTIC-3' 


F:5'-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3' 


Asp R:5-GGAAATTGGGGTAGGAAGGA-3' 
PEA F:5-CTCACCTGTGACACGCCTGA-3' 
R:5-CAGGACACTGAATACTTCTC-3' 

ict F:5'-CAGGACACTGAATACTTCTC-3' 
à R:5-CCAAGCCTTATCGGAAATGA-3' 


1.8 单 向 混合 淋巴 细胞 反应 (MLR ) 

无 苗 取 BALB/c 小 鼠 和 脾脏 ,制备 单个 悬浮 细胞 , 裂 
解 红细胞 后 ,经 尼龙 毛 柱 提纯 得 到 细胞。 调整 细胞 浓 
度 至 2x10VmL ,将 细胞 悬 液 按 每 孔 100 pL 铺 于 96 孔 培 
养 板 中 作为 反应 T 细 胞 。 收 集 各 DC 作为 刺激 细胞 ,加 
人 丝 裂 霉 素 C (25 hg/mL) 置 37 水浴 30 min ,调整 细 
胞 浓度 为 2x10VmL。 每 组 按 反 应 细胞 与 刺激 细胞 的 比 
例 为 1: 10 接 种 于 96 孔 板 中 共 培 养 ,每 组 设 3 个 复 孔 。 
同时 设 单纯 TT 细胞 为 阴性 对 照 。37 % .5% CO; 环 境 中 
培养 72 h, 培 养 结束 前 4h 于 每 孔 加 入 20 uL CCK-8 试 
剂 ,培养 结束 后 以 450 nm 波长 测定 吸光 度 (A) 值 。 结 
以 刺激 指数 (stimulation index, ST) 表 示 , 即 (各 实验 组 A 
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值 -对 照 组 A 值 )/ 对 照 组 A 值 。 
1.9 Western blotting 检 测 蛋 白 和 磷酸 化 水 平 

利用 1lhug/mL 的 脂 多 糖 处 理 经 免疫 磁 珠 纯化 后 的 
未 成 熟 DC, 分 别 在 处 理 0.30 min 和 60 min 时 收集 细胞 
进行 蛋白 检测 。 提 取 各 组 细胞 总 蛋白 ,经 12% 的 
SDS-PAGE 胶 电 泳 分 离 , 转 至 PVDEF 膜 。5% 脱 脂 牛奶 
室温 封闭 3 h,4 CC 过夜 卿 育 一 抗 , 洗 膜 后 再 与 二 抗 杂交 
1 h。 再 次 洗 膜 后 以 增强 型 化 学 发 光 (ECL ) 试 剂 盒 显 影 
检测 蛋白 的 表达 。 
1.10 慢 病毒 载体 的 构建 和 转 染 

在 GeneBank 中 查询 GSK-3B(NM_019827) 基 
序列 , 交 由 广州 莱 德 尔 公 司 进行 过 表达 质粒 构建 和 鉴 
定 , 慢 病毒 包装 和 生物 学 滴 度 测定 。 实 验 前 1 天 ,以 2x 
107ymL 的 DC2.4 细 胞 接种 6 孔 板 ,培养 体系 为 2 mL, 
转 染 时 ,按照 MOI 值 =20 配 制 病毒 转 染 溶液 ,加 入 终 浓 
度 为 8 ug/mL 的 polybrene, 充 分 混 匀 后 替换 原 培养 基 进 
行 转 染 。 继 续 培 养 24 h 观 察 细胞 状态 ,并 更 换 新 鲜 培 养 
基 。 扩 增 细 胞 后 ,利用 Western blotting 检测 转 染 效果 
以 及 RelB 的 表达 情况 。 转 染 细 胞 分 为 3 组 :LV-GSK-3B 
转 染 组 ` 空 载 转 染 组 和 空白 对 照 组 。 


A 
30 min 60 min 
LPS Unstim LPS Unstim 
L a gs : 
GSK-3f (Tyr216) mum 


图 1 脂 多 糖 诱导 DC 成 熟 过 程 中 GSK-3B 的 活性 降低 


GSK-3 (Ser9) 


GSK-3p 


1.11 统计 学 分 析 

采用 SPSS 13.0 软 件 进行 统计 分 析 , 所 有 数据 采用 
均 数 + 标准 差 表 示 ,两 组 间 比 较 采 用 :检验 ,多 组 间 比 较 
采用 单 因素 方差 分 析 (One way-ANOVA) ,方差 齐 时 采 
用 LNK 或 Bonferroni's 法 ,方差 不 齐 时 采用 Dunnett's 
法 ,P<0.05 认 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 DC 成 熟 过 程 中 GSK-3B 的 活性 降低 

GSK-3B 的 活性 主要 受 2 个 磷酸 化 位 点 的 调节 ， 
Tyr216 的 磷酸 化 促进 GSK-3B 的 活性 ,而 Sero 的 磷酸 化 
抑制 其 活性 "。iDC 是 处 于 静止 状态 下 的 DC 细胞 ,其 胞 
内 GSK-3B Tyr216 的 磷酸 化 水 平 较 高 ,而 Ser9 磷 酸化 水 
平 较 低 ,说 明 iDC 中 大 部 分 GSK-3B 处 于 活化 状态 。 脂 
多 糖 是 革 兰 阴性 细菌 胞 壁 组 分 ,可 通过 TLR 途径 强 有 
力 地 促进 DC 完全 成 熟 。 经 1 pg/mL 脂 多 糖分 别 刺激 
30 min 和 60 min 后 ,Tyr216 的 磷酸 化 水 平 降低 ,而 Ser9 
的 磷酸 化 水 平 显 著 升 高 ,说 明 经 脂 多 糖 刺激 成 熟 的 过 程 
中 ,iDC 的 GSK-3B 活 性 降低 (图 1)。 这 提示 GSK-3B 可 
能 参与 DC 的 成 熟 和 功能 的 调控 机 制 。 
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Fig.l GSK-3p activity in DCs was reduced after LPS exposure. A: Phosphorylation levels detected by Western blotting; 
B: Quantitative analysis of phosphorylation of GSK-3p in DCs. *P«0.05, ***P«0.001 vs control. 


2.2 抑制 GSK-3B 的 活性 促进 DC 的 表 型 成 熟 
SB216763 是 GSK-3B 的 选择 性 抑制 剂 ,经 典 浓度 
1 pmolL 的 SB216763 能 显著 抑制 GSK-3B 的 活性 。 利 
用 1 umol/L ft] SB216763 处理 iDC 24 h, 流 式 细胞 术 检 
测 DC 表 面 共 刺激 分 子 CD40 和 CD86 的 表达 。 结 果 显 
示 ,SB216763 处 理 组 CD40 和 CD86 的 百分比 显著 高 于 
对 照 组 iD C( 图 2,P 均 <0.01)。 因 此 ,抑制 GSK-3B 的 活 
性 能 够 促进 DC 表 型 的 成 熟 。 
2.3 GSK-3B 在 脂 多 糖 诱导 DC 成 熟 的 过 程 发 挥 促 炎 作用 
如 图 3 所 示 , 经 S B 216763 处 理 后 ,DCs 中 促 炎 细 
WAT IL-6 mRNA 水平 显著 下 降 , 而 I 卫 -10 的 水 平 则 显 


著 上 调 。 抑 制 GSK-3B 的 活性 能 前 弱 脂 多 糖 诱导 DCs 
tP IL-6 U IL-12 的 表达 上 调 ,而 促进 蕊 -10 的 表达 。 这 
说 明 GSK-3B 在 脂 多 糖 刺激 DC 活化 成 熟 的 过 程 中 获得 
了 一 种 新 的 功能 , 即 发 挥 促 炎 的 作用 。 
2.4 抑制 GSK-3B 降 低 DC 刺 激 同 种 异 基 因 工 细胞 增殖 
的 能 

SB216763 处 理 组 的 BMDC 刺激 T 细 胞 增殖 的 能 
力 与 空白 对 照 组 相 比 差异 无 统计 学 意义 (图 4,P>0.05)， 
且 远 远 低 于 脂 多 糖 处 理 组 。 这 提示 SB216763 处 理 的 
DC 不 具有 激活 同 种 异 基因 了 细胞 的 能 力 ,SB216763 处 
理 的 DC 并 未 达到 功能 上 的 完全 成 熟 。 男 外 ,共处 理 组 
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图 2 抑制 GSK-3B 的 活性 促进 DC 表 型 的 成 熟 
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Fig.2 GSK-3B inhibition induced a maturation phenotype of the DCs. A: Expression of surface CD40 and CD86 detected by flow 
cytometry; B, C: Percentages of surface CD40 and CD86 in DCs, respectively. DMSO: DMSO treatment; SB: 1 umol/L SB216763 


treatment. **P«0.01 vs control group. 
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图 3 抑制 GSK-3B 的 活性 对 DC 细胞 因子 表达 的 影响 
Fig.3 Effect of GSK-3p inhibition on expression of 
cytokines in DCs. DMSO: DMSO treatment; SB: 1 
umol/L SB216763 treatment; LPS: 1 ug/mL LPS 
treatment; SB-* LPS: 1 ug/mL LPS treatment after 1 
umol/L SB216763 pretreatment for 20 min. *P«0.05, 
**P«0.01 vs control group. 


的 工 细胞 增殖 的 能 力 较 单独 脂 多 糖 处 理 组 有 所 降低 (图 
4,P<0.05) ,表明 抑制 GSK-38B 的 活性 能 削弱 经 脂 多 糖 催 
熟 的 DC 的 刺激 同 种 异 基 因 工 细胞 增殖 的 能 
2.5 过 表达 GSK-3B 下 调 DC 成熟 关 键 转录 因子 RelB 的 
表达 

携带 GSK-3B 基 因 的 慢 病 毒 载体 转 当 DC2.4 细 胞 
后 ,利用 Western blotting 检 测 GSK-3B 和 RelB 的 表达 情 
况 。 绪 果 显 示 ,LV-GSK-3B 组 GSK-3B 的 表达 比 未 转 粹 
组 和 空 载 转 染 组 显著 升 高 ,说 明 携 带 GSK-3B 基 因 的 慢 
病毒 成 功 转 染 了 DC2.4 细 胞 ,并 在 细胞 内 正确 表达 (图 
5)。LV-GSK-3B 组 RelB 水 平 则 较 其 它 2 组 的 显著 下 调 ， 
说 明 过 表达 GSK-3PB 能 够 下 调 RelB 的 表达 。 
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图 4 抑制 GSK-3B 降 低 DC 刺 激 同 种 异 基因 T 细 胞 增 
殖 的 能 


Fig.4 Mixed lymphocyte reaction of LPS-induced 
DCs was impaired by inhibition of GSK-3f activity. 
DMSO: DMSO treatment; SB: 1 umol/L SB216763 
treatment; LPS: 1 ug/mL LPS treatment; SB + LPS: 1 
ug/mL LPS treatment after 1 umol/L SB216763 
pretreatment for 20 min. *P«0.05 vs control. 


4 Wit 

利用 iDC 诱 导 免 疫 耐 受 并 应 用 于 自身 免疫 性 疾病 
的 研究 已 经 成 为 人 们 关注 的 热点 。 最 近 的 研究 显示 , 体 
内 输入 iDC 诱 导 免 疫 耐 受 能 显著 缓解 系统 性 红斑 狼疮 
小 鼠 的 症状 7"。 然 而 ,输入 体内 的 iDC 在 机 体 复杂 的 炎症 
环境 的 刺激 下 快速 成 熟 , 其 治疗 效果 受到 严重 影响 *。 
因此 深入 研究 调控 DC 成熟 的 信号 通路 和 分 子 机 制 并 
加 以 干预 ,以 维持 DC 的 未 成 熟 状 态 ,是 DC 诱导 免疫 耐 
受用 于 自身 免疫 性 疾病 治疗 的 关键 "。 

GSK-3B 是 一 种 多 功能 的 丝氨酸 / 苏 氮 酸 蛋 白 激酶 ， 
能 平衡 促 炎 / 抑 炎 细胞 因子 的 表达 ,影响 免疫 细胞 的 分 
化 成熟 和 功能 ,在 固有 人 免疫 和 获得 性 免疫 中 发 挥 重要 
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图 5 在 DC2.4 细 胞 中 过 表达 GSK-3B 能 够 下 调 RelB 的 蛋白 水 平 

Fig.5 Over-expression of GSK-3B down-regulated the level of RelB in DC2.4 cells. A: Expression of GSK-3B and RelB 
detected by Western blotting; B: Quantitative analysis of expression of GSK-3Q and RelB. Mock: Untreated group; LV-NC: 
Cells transduced with negative vectors; LV-GSK-3p: Cells transduced with lentiviral vectors harboring GSK-3 gene. **P« 


0.01. 


人 作用。 本 研究 结果 显示 ,GSK-3B 参 与 小 鼠 BMDC 成 
熟 和 功能 的 调控 。 我 们 发 现 iDC 中 GSK-3B 处 于 高 度 活 
化 的 状态 ,经 脂 多 糖 处 理 后 ,GSK-3B 的 活性 显著 降低 ， 
提示 了 GSK-3B 的 活性 变化 与 DC 的 成 熟 度 有 关联 。 进 
一 步 抑制 GSK-3B 的 活性 后 ,DC 表面 分 子 CD40 和 
CD86 的 表达 显著 上 调 , 表 明 抑 制 GSK-3B 的 活性 可 以 
促进 DC 表 型 的 成 熟 ,iDC 中 高 度 活化 的 GSK-3B 抑 制 
DC 的 自发 性 成 熟 。 这 一 结果 与 Alessandrini"" 的 研究 
一 致 。 但 是 经 10 umol/L SB216763 处 理 的 DC 促 炎 细 
胞 因子 I 耳 -6 的 表达 下 调 , 而 抑 炎 细胞 因子 I 卫 -10 的 表达 
显著 上 调 ,其 刺激 同 种 异 基因 TT 细胞 增殖 的 能 力 没 有 提 
高 ,说 明 通 过 抑制 GSK-3B 活 性 而 活化 的 DC 并 没有 实 
现 功 能 上 的 完全 成 熟 , 其 促进 免疫 应 答 的 能 力 相 当 有 
限 BIE -F — Rif] 5778 0 DC", Jiang ^ EAE 
HH ,激活 B-catenin 信 号 通路 上 调 小 鼠 DC 细 胞 表面 分 子 
CD86 的 表达 ,但 对 炎症 细胞 因子 的 表达 没有 显著 影响 ， 
此 时 的 DC 仍然 具有 诱导 调节 性 T 细 胞 和 免疫 耐 受 的 功 
能 。B-catenin 是 GSK-3B 的 下 游 蛋 白 ,抑制 GSK-3B 的 
活性 能 提高 b-catenin 的 稳定 性 ““。 因 此 GSK-3B 可 能 通 
过 B-catenin 途 径 影响 DC 的 表 型 。 

DC 处 于 未 成 熟 状 态 时 ,GSK-3B 高 度 活化 ,起 到 抑 
制 DC 自 发 性 成 熟 的 作用 ,但 在 脂 多 糖 诱导 DC 成 熟 过 
程 中 ,GSK-3B 获 得 了 一 种 新 的 功能 , 即 发 挥 促 炎 的 作 
用 。 抑 制 GSK-38 削 弱 脂 多 糖 诱 导 的 促 炎 细胞 因子 IL-6 
和 开 -12 的 表达 ,促进 抑 炎 细胞 因子 IL-10 的 表达 ,这 与 
Martin “的 研究 成 果 完全 吻合 。 此 外 , 抑 炎 因子 I 卫 -10 
表达 增高 ,而 促 炎 细胞 因子 IL-6 和 于 -12 的 表达 减少 ， 
可 能 是 抑制 GSK-3B 后 脂 多 糖 诱导 DC 激活 T 细 胞 的 能 
力 降 低 的 重要 原因 。 

DC 的 成 熟 和 功能 与 NF-B 途径 的 活化 密切 相 
关 。 在 NF-xkB 的 5 个 成 员 中 ,RelB 基因 的 活化 对 DC 发 
育成 熟 的 作用 最 为 关键 。RelB RAID EDC 


SABER" ,静默 RelB 的 DC 长 期 处 于 未 成 熟 状态 ,并 有 具 
有 诱导 免疫 耐 受 的 功能 "站 。 动 物 研究 表明 ,体内 输 注 
RelB 沉默 的 DC 能 有 效 地 抑制 移植 排斥 反应 呈 和 缓解 
自身 免疫 性 疾病 ”的 症状 。 因 此 ,通过 沉默 RelB 使 DC 
丧失 成 熟 的 能 力 被 认为 是 诱导 机 体 免疫 耐 受 的 最 佳 选 
择 。DC2.4 是 由 GM-CSF、v-myc 和 v-raf 基 因 转 染 的 
C57BL/6 小 鼠 骨 髓 细胞 建立 的 未 成 熟 永生 化 细胞 系 , 它 
与 小 鼠 骨 髓 来 源 的 DC 形态 和 功能 相近 2 。 本 实验 构建 
了 过 表达 GSK-3B 的 慢 病 毒 载体 并 成 功 转 染 DC2.4 细 
胞 ,结果 显示 过 表达 GSK-3B 可 以 降低 RelB 蛋白 的 水 
平 ,这 与 Neumann“ 在 人 类 TT 细胞 中 的 人 研究 一 致 。 
Neumann ^ Az ili GSK-3p38 1:315 F RelB 磷酸 化 ,促进 
RelB 泛 素 化 进而 被 蛋白 酶 体 降 解 。 在 iDC 中 ,GSK-3B 
保持 着 较 高 的 活性 ,可 能 是 诱导 RelB 降解 的 关键 蛋白 ， 
其 通过 诱导 RelB 的 降解 使 得 RelB 保持 较 低 的 水 平 。 
这 进一步 提示 了 我 们 可 以 在 iDC 中 过 表达 持续 活性 的 
GSK-3B, 使 RelB 长 期 保持 在 低 表 达 水 平 , 从 而 阻 断 DC 
的 活化 成 熟 , 用 于 自身 免疫 性 疾病 的 治疗 。 

总 之 ,我 们 的 结果 显示 GSK-3B 在 DC 成 熟 的 过 程 
中 发 挥 重 要 作用 。 一 方面 ,在 iDC 中 ,高 活性 的 GSK-3B 
能 维持 DC 的 未 成 熟 状 态 ,GSK-3B 失 活 促 进 DC 表 型 的 
成 熟 ; 男 一 方面 ,在 DC 成 熟 的 过 程 中 ,GSK-3B 获 得 一 种 
新 的 功能 , 即 发 挥 促 炎 作用 。 此 外 ,我 们 首次 发 现在 
iDC 中 过 表达 GSK-3B 可 以 下 调 RelB 蛋白 的 水 平 ,这 提 
IRE DC 的 发 育 早 期 ,我 们 可 以 采取 一 些 手段 提高 
GSK-3B 的 活性 ,如 构建 Ser9 突变 的 持续 活化 型 
GSK-3B, 以 此 限制 RelB 的 表达 ,使 得 DC 长 期 处 于 未 成 
熟 的 状态 。GSK-3B 将 可 能 成 为 构建 新 型 耐 受 型 DC 以 
及 诱导 免疫 耐 受 治疗 自身 免疫 性 疾病 的 新 靶 点 。 
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